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fM (54) Title: METHOD FOR PRODUCING STABLE, REGENERATABLE ANTIBODY ARRAYS 

if) 

(54) Bezeichnung: VERFAHREN ZUR HERSTELLUNG STABILER, REGENERIERBARER ANTIKORPER- ARRAYS 

fNl (57) Abstract: The invention relates to a method for producing stable, regeneratable antibody arrays, using immobilised antibody 
G> binding proteins which are able to specifically identify the Fc part of antibodies. 

O 

(57) Zusammenfassung: Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung stabiler, regenerierbarer antikorper- Arrays unter 
Verwendung von immobilisierten Antikorperbindungsproteinen, die spezifisch den Fc-Teil von antikorpern erkennen konnen. 
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Verfahren zur Herstellung stabiler, regenerierbarer 

Ant ikorper -Arrays 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung stabi- 
15 ler, regenerierbarer Antikorper-Arrays unter Verwendung von 
immobilisierten Antikorperbindungsproteinen, die spezifisch 
den Fc-Teil von Antikorpern erkennen konnen . 

Sammlungen von groSen Zahlen unterschiedlicher Testverbindun- 
20 gen, die auf einer ebenen Flache geordnet abgelegt/immo- 

bilisiert werden, werden im wissenschaf tlichen Sprachgebrauch 
als Arrays bezeichnet; vgl . z. B. EP 0 373 203 und EP 0 619 
321. Solche Arrays erlauben das schnelle simultane Testen al- 
ler Verbindungen durch Interaktionsanalyse , und zwar mit ei- 
25 nem Analyten oder einem Gemisch von Analyten in biologischen 
Proben. Der Vorteil eines Arrays gegeniiber dem simultanen Te- 
sten von immobilisierten Testverbindungen auf beweglichen 
Elementen, wie z. B. auf Perlen (Beads), besteht darin, dass 
in einem Array die Art (chemische Struktur und/oder Identi- 
30 tat) der immobilisierten Testmolekiile genau durch den Ort in 
der Arrayflache bekannt ist und ein ortliches Testsignal so- 
mit sofort einer Molekulart zugeordnet werden kann. Insbeson- 
dere in miniaturisierter Form werden Arrays mit biologischen 
Testmolekulen auch Biochips genannt . 
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Bewahrte Beispiele fur solche Arrays sind: 

Nucleinsaure-Arrays aus DNA-Fragmenten, cDNAs, RNAs , PCR- 
5 Produkten, Plasmiden, Bacteriophagen , synthetischen Oligo- 
nucleotide]! Oder auch synthetischen PNA-Oligomeren, welche 
mittels Hybridisierung (Bildung eines Doppelstrangmolekuls) 
an komplementare Nucleinsaureanalyten ausgelesen werden und 
Verbindungs-Arrays aus synthetischen Peptiden, deren Analoga, 
10 wie Peptoide, Oligo-Carbamate usw. Oder allgemein organisch 
chemischen Verbindungen, welche mittels Bindung zu affinen 
Protein- oder anderen Analyten Oder mittels enzymatischer Um- 
setzung ausgelesen werden. 

15 Dahingegen befinden sich Protein-Arrays aus Antikorpern, in 
Zellen exprimierten Proteinen und Phagen-Fusionsproteinen 
(Phage Display) noch im Entwicklungs stadium (s.u.). Anwendun- 
gen finden solche Arrays, die hierfur entwickelten Methoden 
und Gerate in der biologischen Grundlagenf orschung, aber ins- 

20 besondere auch in der medizinischen Diagnostik und pharmazeu- 
tischen Wirkstof f entwicklung . Auch andere naturwissenschaf t- 
liche Forschungsrichtungen, wie z . B . die Katalysatorentwick- 
lung und Materialwissenschaf ten, beginnen, solche Konzepte 
erfolgreich zu ubernehmen. Voraussetzung fur den vorteilhaf- 

25 ten routinemaiSigen Einsatz solcher Arrays ist deren kosten- 

giinstige/ schnelle und vollautomatische Herstellung mit einer 
hohen Dichte und Diversitat an Teststrukturen (Informations- 
gehalt ) > 

30 Solche Arrays werden zur Zeit nach zwei verschiedenen Prinzi- 
pien durch Ablegen der Testmolekiile auf bereits vorbereiteten 
Materialoberf lachen hergestellt: 
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a) durch einmaliges Verteilen der Losung vorgef ertigter 
Testverbindungen auf der Oberf lache 

5 

b) durch wiederholte serielle Verteilung der Losungen von 
Bausteinen fiir die chemische Synthese der Testverbindun- 
gen in situ auf der Oberf lache. 

10 Eine aktuelle Ubersicht gibt S. Woffl in: transcript Labor- 
welt 2000, 3, 13-20) . 

Bisher bekannte Chip-Konf igurationen nutzen entweder eine 
rechtwinklige x/y Anordnung, die mit entsprechend gefertigten 

15 Photolithographic- bzw. Druckmasken erzeugt wird, oder eine 
kreisformige rcp-Anordnung, welche durch eine Rotationsbewe- 
gung der Chipoberf lache (rep-Arrays) und einer schnell getak- 
teten Dosiervorrichtung erzeugt wird. Damit konnen Dichten 
von bis zu 1 Millionen Test-Verbindungen je cm 2 oder von we- 

20 nigen Quadratmicrometern je Einzelf lache erreicht werden . 

DNA-Arrays haben die Effektivitat dieser Methode in vielen 
Gebieten der biomedizinischen Forschung bewiesen (fur Uber- 
sichtsartikel s. Khan et al . in Biochim. Biophys, Acta 1999, 

25 1423: 1117-1128; DeRisi et al. in Nat. Genet. 1996, 14: 457- 
460; Debouck and Goodfellow in Nat. Genet. 1999, 21, 48-50J . 
Der Bedarf an Technologien, die eine hoch parallelisierte De- 
tektion und Quantif izierung spezifischer Proteine auf der Ba- 
sis eines schnellen und billigen Tests in einem kleinvolumi- 

30 gen Format ermoglichen, ist daher ohne weiteres verstandlich. 
Voraussetzung hierfur ist die Etablierung hochspezif ischer , 
stabiler und regenerierbarer Protein-Arrays bzw. Protein- 
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chips, wofiir konventionelle , monoklonale Antikorper pradesti- 
niert sincL Die Hybridomtechnologie ist seit langen etabliert 
und standardisiert und liefert Antikorper mit der gewiinschten 
Spezifitat, Affinitat und Stabilitat. 

Die Erfindung betrifft somit ein Verfahren zur Herstellung 
stabiler, regenerierbarer Antikorper-Arrays, bei dem 

(a) auf der Oberflache eines planaren Tragers Antikorper- 
bindungsproteine kovalent immobilisiert werden, die 
spezifisch den Fc-Teil von Antikorpern erkennen konnen, 

(b) eine Vielzahl von spezifischen monoklonalen Antikorpern 
unter Must erbil dung mit ihrem Fc-Teil an die Antikor- 
perbindungsproteine gebunden werden und 

(c) die immobilisierten Antikorperbindungsprotein-Antikor- 
per-Komplexe kovalent vernetzt werden. 

Die Erfindung betrifft ferner einen Ant ikorper- Array , der 
nach dem erf indungsgemaJSen Verfahren erhaltlich ist, ein me- 
dizinisches oder diagnostisches Gerat , das einen erf indungs- 
gemafien Antikorper-Array aufweist, sowie einen Kit, der einen 
erf indungsgemaSen Antikorper-Array sowie Nachweisreagenzien 
zur qualitativen oder quantitativen Bestimmung von gebundenen 
Antigenen en thai t, die an einen erf indungsgemaSen Antikorper- 
Array gebunden worden sind. 

Die Erfindung gibt ferner die Verwendung eines erf indungsge- 
maSen Antikorper-Arrays oder eines erf indungsgemaSen medizi- 
nischen oder diagnostischen Gerates zur qualitativen oder 
quantitativen Bestimmung von Antigenen an. 
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Vorteilhafte und/oder bevorzugte Ausf iihrungsf ormen der Erfin- 
dung sind Gegenstand der Unteranspriiche . 

Nach einer Ausf iihrungsf orm der Erfindung weist der planare 
5 Trager eine Oberflache aus Glas, Metal 1, Metalloxiden, Halb- 
metalloxiden oder Kunststoff auf , 

Nach einer weiteren Ausf iihrungsf orm der Erfindung ist das An- 
tikorperbindungsprotein unter Fc-spezif ischen Sekundaranti- 
10 korpern, Protein A und Protein G ausgewahlt. 

Nach einer Ausf iihrungsf orm der erf indungsgemafi angegebenen 
Verwendung ist das zu bestimmende Antigen ein Protein. 

15 Im folgenden wird die Erfindung ohne Beschrankung detaillier- 
ter beschrieben. 

Das neue Herstellungsverf ahren zeichnet sich durch folgende 
Merkmale aus : 

20 

a) Die spezifischen Antikorper werden »gerichtet« immobili- 
sert, d.h. iiber ihren Fc-Teil, urn durch die Kopplung die 
Antigenerkennung nicht zu beeinf lussen . Zu diesem Zweck 
wird ein Raster von Proteinen, die spezifisch den Fc- 
25 Teil der spezifischen Antikorper erkennen, kovalent an 

die betreffende Chipoberf lache gebunden (z. B. derivati- 
sierte Fc-spezif ische Sekundarantikorper oder Protein A- 
bzw. Protein G-Molekiile) . 

30 b) Die erf orderliche Stabilisierung der immobilisierten 

Protein/ Ant ikorper- bzw . Antikorper / Antikorperkomplexe 
wird durch chemische kovalente Vernetzung erreicht, wo- 
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fur entsprechend den Anforderungen gangige Reagenzien 
eingesetzt werden. Neben der Stabilisierung der Protein- 
Pro teininteraktionen erf olgt auch eine intramolekulare 
Stabilisierung der spezifischen Antikorper, d. h. eine 
chemische Vernetzung ihrer Untereinheiten . Es ergeben 
sich Antikorper-Arrays mit hochster Stabilitat, die zum 
einen eine Dissoziation der speziellen Antikorper, z.B. 
wahrend der Lagerung, verhindern, zum anderen es aber 
auch ermoglichen, die Antikorper-Arrays unter stringen- 
ten Bedingungen zu behandeln, wie hohen Salzkonzentra- 
tionen oder niedrigem bzw. hohem pH-Wert, um unspezifi- 
sche oder niederaffine Interaktionen mit der Antikorper- 
matrix zu verhindern. Hierdurch wird auch eine entspre- 
chend stringente Vorbehandlung der zu analysierenden 
Proteingemische ermoglicht . 

c) Der Einsatz kov&lent vernetzter Antikorper setzt voraus, 
dass die Antigenbindungsstelle des betrof fenen Antikor- 
pers durch das Vernetzungsreagenz nicht inaktiviert bzw. 
verandert wird. Als Folge werden daher monoklonale Anti- 
korper gebildet bzw. selektioniert , deren antigen- 
bindende Eingenschaf ten durch das einzusetzende Vernet- 
zungsreagens nicht beeinflusst werden. Zur Vernetzung 
wird beispielhaft verwiesen auf Wehland & Weber in J. 
Cell Biol., 104 (1987) 1059. 

Der Gesamtprozess liefert stabile und regenerierbare Antikor- 
per-Arrays • 
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Patentanspruche 



1. Verfahren zur Herstellung stabiler, regenerierbarer An- 
5 tikorper-Arrays , bei dem 

(a) auf der Oberflache eines planaren Tragers Antikor- 
perbindungsproteine kovalent imruobilisiert werden, 
die spezifisch den Fc-Teil von Antikorpern erken- 

10 nen konnen, 

(b) eine Vielzahl von spezifischen monoklonalen Anti- 
korpern unter Musterbildung mit ihrem Fc-Teil an 
die Antikorperbindungsproteine gebunden werden 



15 



20 



und 



(c) die immobilisierten Antikdrperbindungsprotein- 
Antikorper-Komplexe kovalent vernetzt werden. 

Verfahren nach Anspruch 1, wobei der planare Trager ei- 
ne Oberflache aus Glas, Metall, Metalloxiden, Halbme- 
talloxiden oder Kunststof f aufweist . 



25 3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, wobei das Antikorper- 
bindungsprotein unter Fc-spezif ischen Sekundarantikor- 
pern, Protein A und Protein G ausgewahlt ist. 

4. Antikorper- Array, erhaltlich nach einem Verfahren nach 
30 einem der Anspriiche 1 bis 3 . 
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5. Medizinisches oder diagnostisches Gerat, das einen An- 
tikorper-Array nach Anspruch 4 aufweist. 

6. Verwendung eines Antikorper-Arrays nach Anspruch 4 oder 
eines medizinischen oder diagnostischen Gerates nach 
Anspruch 5 zur qualitativen oder quantitativen Bestim- 
mung von Antigenen. 

7. Verwendung nach Anspruch 6, wobei das zu bestimmende 
Antigen ein Protein ist . 

8. Kit, der einen Antikorper-Array nach Anspruch 4 sowie 
Nachweisreagenzien zur qualitativen oder quantitativen 
Bestimmung von gebundenen Antigenen enthalt . 
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(57) Abstract: The invention relates to a method for producing stable, regeneratable antibody arrays, using immobilised antibody 
binding proteins which are able to specifically identify the Fc part of antibodies. 

O 

(57) Zusammenfassung: Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung stabiler, regenerierbarer anrikorper- Arrays unter 
1^* Verwendung von immobilisierten Antikorperbindungsproteinen, die spezifisch den Fc-Teil von antikorpern erkenrien konnen. 
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